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論文内容の要旨 
 
第 1 章 緒言 
 Pseudomonas 属をはじめとする環境細菌群は、各種芳香族化合物、多塩素化農薬、重金属化合物
等の多種多様の有機化合物を分解・資化する細菌として長く研究されてきた。これらの細菌は、分
解遺伝子群を大規模に再編成することで分解能をさらに強化・多様化させる。このような分解遺伝
子群とそれら産物の遺伝学的ならびに酵素学的研究から、同一起源を持つと強く想定される分解代
謝遺伝子群が、系統分類学的に離れた細菌株に広範に流布していることが明らかになり、この流布
には、種を越えた細菌の細胞間における分解遺伝子群の水平伝播が深く関与するとされてきた。そ
して、近年急速に明らかになってきた数々の細菌染色体やプラスミドの DNA 配列情報の蓄積は、
こうした水平伝播の現象を強く支持するとともに、分解遺伝子群の再編成現象が新規分解代謝経路
の確立に寄与していることを示唆した。この現象に深く関与しているのが可動遺伝因子と呼ばれる
遺伝子群であり、その中でも特に、伝達性プラスミドとトランスポゾンが重要な役割を果たしてい
る。自己伝達性プラスミドは、線毛を形成するための遺伝子群とプラスミド DNA を受容菌に送り
込むための遺伝子群を合わせ持ち、それらの産物を利用して自身を伝達する。トランスポゾンは、
通常自身を可動化させる機能を保持し、遺伝的相同性非依存的に DNA 上のある部位から他部位へ
と転移することができる遺伝因子で、薬剤や重金属耐性遺伝子、難分解性化合物分解遺伝子が担わ
れることも稀ではない。伝達性プラスミド上の薬剤耐性・分解系トランスポゾンは、宿主細菌の中
で時として様々な遺伝子再編成を行い、新たな形質を獲得して別の宿主細菌へ導入される。この伝
達・再編成の繰り返しは、様々な細菌が新規の薬剤や難分解性化合物に迅速に適応する 1 つの大き
な要因となっている。 
 伝達性プラスミドとトランスポゾンの物質分解能獲得における重要性が指摘されているにもかか
わらず、現在、全塩基配列が明らかになっているグラム陰性細菌由来の分解系プラスミドはわずか
数例である。また、プラスミド上に存在する薬剤耐性・分解系トランスポゾンの転移能の実験的検
証例も稀である。以上のような背景から、本研究では、薬剤耐性・分解系プラスミドの多様性生成
機構に関する知見を得るため、環境細菌 Delftia acidovorans B 株から単離したハロ酢酸分解能および
無機水銀耐性を支配する自己伝達性プラスミド pUO1 の全塩基配列を決定し、pUO1 上のトランス
ポゾンの機能について検討した。 
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第 2 章 ハロ酢酸分解能を支配するプラスミド pUO1 の全塩基配列 
 pUO1 の全塩基配列(67,066 bp)を決定し、本プラスミドの構造解析を行った。クロロ酢酸、ブロモ
酢酸、およびヨード酢酸分解酵素 H-2 をコードする遺伝子 dehH2 を含む 8.9 kb の領域は、II 型挿入
配列IS1071に挟まれた複合型トランスポゾン様構造を有していたことから、TnHad1と名付けた(Fig. 
1A)。フルオロ酢酸分解酵素 H-1 をコードする遺伝子 dehH1 と TnHad1 を含む 15.6 kb の領域は、水
銀耐性トランスポゾンTn21の末端に存在する38 bpの末端反復配列(inverted repeat, IR)に挟まれた II
型トランスポゾン様構造を保持していたことから、TnHad2 と命名した(Fig. 1A)。TnHad2 は他のレ
プリコンから pUO1 の祖先型プラスミドへ転移してきた形跡を有していたが、転移関連酵素遺伝子
を失っているため、現状では転移不可能であると推定された。無機水銀耐性遺伝子群は、水銀耐性
トランスポゾン Tn5053 に酷似した 8.4 kb の領域内に存在したことから、この領域を Tn4671 と命名
した(Fig. 1A)。Tn4671はもう1つのTn5053型トランスポゾンTn4672と一端を共有していた(Fig. 1A)。
pUO1 の複製、伝達、維持、およびそれらの制御を司る遺伝子領域は、広宿主域性 IncP-1βプラスミ
ドの当該領域と 99%以上の相同性を示したことから、pUO1 は IncP-1βプラスミドの 1 種であること
が判明した。 
 既に全塩基配列が決定された 5 種の IncP-1βプラスミドの詳細な比較により、それぞれのプラスミ
ドが保有する薬剤耐性や分解系の遺伝子がトランスポゾンまたはその残骸上に存在することが明ら
かになるとともに、それらが IncP-1βプラスミドの骨格配列上でほぼ同位置に挿入されていることが
判明した(Fig. 1B and C)。これらの構造的知見から、IncP-1βプラスミド群は、基本骨格となる配列上
に種々のトランスポゾンが転移して形成された一群であることが強く示唆された。 
 
第 3 章 ハロ酢酸分解トランスポゾン TnHad2の機能解析 
 TnHad2 は、Tn21 の IR に酷似した 3 つの IR (IR1, IR2 and IR3)と部位特異的解離部位(res 部位)を
保有していたことから、Tn21 群トランスポゾンの 1 種であると推定されたが、転移酵素(TnpA)およ
び解離酵素(TnpR)をコードする遺伝子を欠損していたため、そのままでは転移不可能と考えられた
(Fig. 2A)。そこで、IR1 と IR2、および IR1 と IR3 に挟まれた 2 種のカナマイシン耐性小型 TnHad2 
(Kmr-mini-TnHad2) (Fig. 2B)を作製し、このトランスポゾンに Tn21 または Tn1722 の TnpA および
TnpR をトランスに供給した。その結果、それぞれの Kmr-mini-TnHad2 は、Tn21 の TnpA 存在下で
高頻度に転移し、Tn1722 の TnpA 存在下では全く転移しないこと(Table 1)、そして、TnHad2 の res
部位は、Tn21およびTn1722のどちらのTnpRの基質としても機能することが判明した。以上、TnHad2
は Tn21 群トランスポゾンの Tn21 亜群トランスポゾンに属することを明示した。 
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Fig. 1. Structure of pUO1 and its comparison with other IncP-1β plasmids. (A) Structure of pUO1. The arrow
indicates the transcriptional direction of the tnpA gene in IS1071. The pentagon indicates the size and orientation
of the gene. Black pentagons are the genes for the maintenance (replication, regulation, partition, stable
inheritance) of plasmid, and shaded pentagons are those for the conjugal transfer. (B) Comparison of the five
IncP-1β plasmids. The shaded bar indicates the backbone of the  IncP-1β plasmids. The horizontal arrow shows
the transcriptional direction of coding regions (see panel A). The  DNA inserts situated at the similar positions are
boxed. Additional DNA insertions upstream of  oriV and downstream of traM of pB4 are depicted below the back-
bone. (C) Comparison of the insertion sites of transposons and other phenotypic genes. The figures represent the
oriV-trfA and trb-tra regions of pUO1, and the insertion sites of transposon or various phenotypic genes are
drawn so as to locate on the pUO1 backbone. Vertical arrowhead indicates the insertion site of the foreign  DNA,
and the box represents the conserved  20-bp inverted repeat sequence of the IncP-1β plasmids.
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 II 型トランスポゾンの最外末端に存在する
4 つの G 残基(5'-GGGG)は、ほぼ全ての II 型
トランスポゾンに共通して保存され、転移に
重要な役割を果たすことが知られている。
Tn3 群トランスポゾンの 1 種γδでは、両 IR 末
端の外側 3 つのG残基のいずれか 1 つをT残
基に置換すると転移不可能となることが知ら
れている。Tn21 群トランスポゾンではこのよ
うな研究は行われていなかったことから、
TnHad2 の末端 G 残基の機能について、様々
な変異型 IR を保有する Kmr-mini-TnHad2 を
作製して詳細に検討した。Table 2 に示したように、片側の IR 末端に 5'-NGGG (N = A, C, G or T)配列
を有するKmr-mini-TnHad2は全て転移可能であった(Expt. 1 to 4)。次に、両末端に5'-CGGG、5'-GCGG、
5'-GGCG、または 5'-GGGC 配列を有する Kmr-mini-TnHad2 を作製し、転移実験を行った結果、
5'-CGGG、5'-GGCG、および 5'-GGGC 配列を両側に保有する Kmr-mini-TnHad2 は、両末端に 5'-GGGG
を有するトランスポゾンに比べてそれぞれ 8 倍、500 倍、および 150 倍の低頻度ながら転移が検出
できた(Table 2, Expt. 5, 7, and 8)。一方、5'-GCGG配列を両側 IR末端に保持するKmr-mini-TnHad2は、
転移を検出できなかった(Table 2, Expt. 6)。しかし、片側 IR にのみ 5'-GCGG 配列を有する
Kmr-mini-TnHad2 は、転移頻度は両端 5'-GGGG 型トランスポゾンと比較して 50 倍低かったが、転
移可能であった(Table 2, Expt. 9)。IR 末端から 2 番目の残基が転移に重要な役割を果たしていると判
明したことから、続いて、両端に 5'-GAGG、5'-GTGG、5'-CGCC、または 5'-CACC 配列を保有する
Kmr-mini-TnHad2 の転移能を検討した。その結果、5'-GAGG または 5'-CGCC 配列を両端に持つ
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Fig. 2. Schematic structures of TnHad2  and a Kmr-mini-
TnHad2 derivative. (A) Structure of TnHad2. The
sequences of the three IRs are shown below the figure.
The dot indicates the nucleotide identical to that of IR1,
and a hyphen represents the absent nucleotide. (B) Struc-
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Table 1. Transposition of the Kmr-mini-TnHad2 derivativesa
Transposition frequencybDonor plasmid (flanking IRs)
[Terminal residues] pBR322 (No tnpA) pMT1252 (Tn21 tnpA) pMT1297 (Tn1722 tnpA)
pMS016 (IR1 and IR3)
[5'  - GGGG + 5'- GGGG] < 3.4 x 10
-8 1.8 x 10-2 < 8.0 x 10-7
pMS015 (IR1 and IR2)
[5' - GGGG + 5'- GGG] < 2.5 x 10
-7 2.0 x 10-3 < 1.7 x 10-7
pMS015G (IR1 and G+IR2)
[5'  - GGGG + 5'- GGGG] < 3.7 x 10
-8 1.5 x 10-2 < 4.4 x 10-7
a The donor plasmid was a pSTV29-based plasmid with a Kmr-mini-TnHad2 derivative (Fig. 2B). The
complementing plasmid is a pBR322-based plasmid carrying the tnpA and tnpR genes of Tn21 or Tn1722.
b Transposition frequency is expressed as the number of the Kmr transconjugants per Tpr transconjugants. All values
are averages from at least three independent experiments.
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Kmr-mini-TnHad2 は転移可能であったが、 5'-GTGG または 5'-CACC 配列を両端に持つ
Kmr-mini-TnHad2 の転移は認められなかった(Table 2, Expt. 10 to 13)。以上の結果、(1)末端から 1、3、
4 番目の G 残基は転移に必須ではないこと、(2)どちらか一方の IR に 2 番目の G 残基が存在すれば
転移可能であること、(3) 2 番目にはプリン残基の存在が不可欠であること、そして(4)両末端の 2 番
目のみに G 残基が存在すれば転移可能であることが判明した。 
 
第 4 章 II 型挿入配列 IS1071の機能解析 
 ハロ酢酸分解 I 型トランスポゾン TnHad1 を構成する 3.2 kb の挿入配列 IS1071 は、II 型トランス
ポゾンの構造を持つ唯一の挿入配列(IS)であり(Fig. 3)、広範な環境細菌株間において分解代謝遺伝
子群の水平伝播や流布に深く関与していると想定されている。しかし、IS1071 の転移能を実験的に
検討した報告例はなく、その転移機構については未知であったことから、IS1071 の転移能と諸性質
について検討を行った。大腸菌 HB101 株、Comamonas testosteroni JCM5832 株(以下 JCM5832)、D. 
acidovorans B 株の pUO1 欠損誘導体である B123 株(以下 B123)を宿主として転移実験を行ったとこ
Table 2. Transposition of the Kmr-mini-TnHad2 derivatives with the mutant endsa
Expt Donor of Tn Terminal residuesb
(IR1 end + IR2 end)
Relative transposition frequencyc
1 pMS015G 5’-GGGG + 5’-GGGG 1.0
2 pMS015A 5’-GGGG + 5’-AGGG 1.6 x 10-1
3 pMS015C 5’-GGGG + 5’-CGGG 1.6 x 10-1
4 pMS015d 5’-GGGG + 5’-TGGG 4.6 x 10-1
5 pMS0191 5’-CGGG + 5’-CGGG 1.3 x 10-1
6 pMS0192 5’-GCGG + 5’-GCGG < 5.3 x 10-7
7 pMS0193 5’-GGCG + 5’-GGCG 2.0 x 10-3
8 pMS0194 5’-GGGC + 5’-GGGC 6.5 x 10-3
9 pMS0195 5’-GGGG + 5’-GCGG 1.8 x 10-2
10 pMS0196 5’-GAGG + 5’-GAGG 1.2 x 10-3
11 pMS0197 5’-GTGG + 5’-GTGG < 7.6 x 10-7
12 pMS0198 5’-CGCC + 5’-CGCC 3.6 x 10-4
13 pMS0199 5’-CACC + 5’-CACC < 2.4 x 10-7
a Transposition of the Kmr-miniTnHad2 derivatives from the pMS plasmids to R388 was investigated in the presence
of pMT1252, a pBR322-based plasmid carrying the tnpA and tnpR genes of Tn21. At least three independent
experiments were performed with each pMS plasmid. The control experiments with no supply of the Tn21
transposition genes were performed using pBR322 instead of pMT1252, and no transposition of the mini-TnHad2
derivatives was detected at all (at the transposition frequency of < 10-8).
b For simplicity, only the four outermost residues of the IRs are indicated, and the complete sequences of the wild-
type IR1 and IR2 are shown in Fig. 2A.
c The transposition frequency of Kmr-mini-TnHad2 derivative flanked by the two 5’-GGGG ends (on pMS015G) was
1.3 x 10-1, and this value was taken as 1.0 to calculate the relative transposition frequency.
d Although the IR2 end of the Kmr-mini-TnHad2 derivative on pMS015 was 5’-GGG, it was defined here as 5’-
TGGG based on my observation that the Kmr-mini-TnHad2 derivative on R388 possessed the IR2 end with the 5’-
TGGG sequence.
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ろ、IS1071 は JCM5832 および B123 内で高頻度に転移可能であり、HB101 株内では転移不可能であ
ることが判明した(Table 3)。IS1071 は転移の際に自身を複製する複製的転移により標的 DNA と融合
体を形成しており、挿入箇所には 5 bp の標的配列の重複が生じていた。また IS1071 の TnpA はトラ
ンスに供給した時でも、その tnpA 突然変異を効率良く相補した。これらの知見は、IS1071 が構造
面のみでなく機能面でも II型トランスポゾンの特徴を有するトランスポゾンであることを示唆した。 
 
Table 3. Transposition of IS1071 in three donor strainsa
Transposition frequencyb
Donor strain
pBBR1MCS-3 pMS0252
E. coli HB101 < 9.8 x 10-9 < 1.6 x 10-8
C. testosteroni JCM5832 < 3.3 x 10-7 1.5 x 10-3
D. acidovorans B123c < 1.4 x 10-5 4.0 x 10-4
a The donor plasmid was pMS0252, a pBBR1MCS-3-based plasmid carrying the IS1071 sequence. Transposition of
IS1071 was detected by the cointegrate-formation between pMS0252 and R388.
b Transposition frequency was expressed as the number of the Tcr Nalr transconjugants per the Sur Nalr
transconjugants. All values are averages from at least three independent experiments.
c Transfer frequency of R388 was low (2 x 10-4 per donor cell) by unknown reason when D. acidovorans B123 was
used as the donor.
xyl
A
A
R
R
ST
mer Su
Ap
A
A
Sm
Tn4651
Tn3
Tn21
IS1071
GGGGTCTCCTCGTTTTCAGTGCAATAAGTGACGGTACGCAAAGCTAGCACTGGCGCGGGG 
......................................A...................A. 
.......GACGC.CAGTG.AA.G.A..C.C...T..A. 
.......GACGC.CAGTG.AA.G.A..C.C...T..A. 
....G.A....AGAAAAC.GAA.....AGC...C..A. 
......GT...AGAAAAC.GAA.....AGC...C..A. 
......ATGC..AGATA..GCA..A.TTA.GACA.T..TTCTCTA. 
.....TATGC..AGA.A..GCA..A.TTA.GACA.T..TTCTCTA. 
GTGGTCTGGGTAGACCGTTGATTTCATTGACTTTCCTGTTCGCTTTGTAA 
.....G.T......T..........................A....CA.. 
IS1071
Tn3
Tn21
Tn4651
L
R
L
R
L
R
L
R
L
RIS1071
Fig. 3. Schematic structures of IS1071 and prototypical class II transposons. The sizes are arbi-
trary. The arrowhead indicates the terminal IR sequence of the class II transposons, and the circle
represents the res  site. The pentagon shows the orientation of the ORF. Abbreviations: A, tnpA
gene; R, S, and T, genes for cointegrate resolution. The IR sequences of each transposon are
shown below the figure. The left (L) and right (R) ends of IS1071 are defined as those located
upstream and downstream, respectively, of the tnpA gene, and those of other transposons are
defined as distal and proximal ends, respectively, from the tnpA gene. Dot indicates the nucleotide
identical to that in IR-L of IS1071.
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第 5 章 総括 
 トランスポゾンの関与によって多様な薬剤耐性・分解系プラスミドが生成するというこれまでの
提唱は、制限酵素解析や遺伝子配列比較によって得られた構造的特徴に関する知見から推定したも
のであり、実際にこれらプラスミド上のトランスポゾンの機能を検証した例はほとんど存在しなか
った。本研究では、pUO1 がハロ酢酸分解トランスポゾン TnHad1 および TnHad2、そして無機水銀
耐性トランスポゾン Tn4671 および Tn4672 を担う IncP-1βプラスミドであること、そして、これら
トランスポゾンが不足因子の供給の必要性や宿主特異性はあるものの、転移可能であることを明ら
かにした。また、pUO1 と他 4 種の IncP-1βプラスミドの構造比較で、これらプラスミド上の薬剤耐
性遺伝子や分解代謝遺伝子のほとんどがトランスポゾンに由来すること、そしてこれらトランスポ
ゾンがプラスミドの基本機能を阻害しない場所に位置することを示した。したがって、本研究で得
た知見は、薬剤耐性・分解系プラスミドの多様性生成機構を構造面および機能面の両方から証明し
たという意味で重要であるといえる。 
 薬剤耐性・分解系トランスポゾンの報告例が年々増加していく中で、依然 II 型トランスポゾンは
その大勢を占めている。この事実は、これら II 型トランスポゾンが伝達性プラスミドを介して異種
細菌株間での物質分解能伝播に大きく寄与していることを示唆する。本研究では、II 型トランスポ
ゾンの 1 種 IS1071 の機能について検討し、幾つかの性質を明らかにした。しかし、本因子は転移に
関して宿主特異性を有し、また、本因子を担うプラスミドのほとんどが IncP-1βプラスミドであるな
ど、依然謎は多い。IS1071 は様々な分解代謝遺伝子群の水平伝播に関与していると想定されること
から、今後も引き続き大変興味深い研究対象の 1 つであるといえよう。 
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論文審査結果の要旨 
 
 環境細菌は、種を越えた細胞間の遺伝情報交換と細胞内の遺伝子再編成を繰り返し、新規の薬剤や様々
な難分解性化合物に迅速に適応し、進化すると想定されている。この現象に深く関与しているのが伝達
性プラスミドとトランスポゾンである。しかし、これら因子の物質分解能獲得における重要性が指摘さ
れているにもかかわらず、全塩基配列が明らかになっている分解系プラスミドはわずか数例であった。
また、プラスミド上に存在するトランスポゾンの転移能の実験的検証例も稀であった。本研究は、伝達
性プラスミドとトランスポゾンの相関を明らかにし、薬剤耐性・分解系プラスミドの多様性生成に関す
る知見を得ることを目的とした。 
 本研究では、ハロ酢酸分解能および水銀耐性を支配している自己伝達性プラスミド pUO1 の全塩基配
列を決定し、ハロ酢酸分解能および水銀耐性を支配する 3 種、計 4 つの転移因子候補を見出した。そし
て、近縁プラスミドとの塩基配列比較により、これらプラスミド上の薬剤耐性遺伝子や分解代謝遺伝子
のほとんどが転移因子に由来することを明らかにし、これらプラスミドの多様性は、共通骨格配列が転
移因子を獲得することで生じたことを提示した。また、pUO1 上の 3 種の転移因子候補の実際の転移能
を明示した。pUO1 上の II 型挿入配列候補は、分解遺伝子の広範な細菌種への流布・拡散に極めて重要
であると想定されていたが、その転移能と転移機構は長年に渡り不明であった。本研究ではこの II 型挿
入配列の宿主特異的転移能と転移機構も解明した。また、転移因子の大半を占める II 型転移因子の転移
酵素とその基質の関係が、転移因子によって異なることを見いだし、この発見は、II 型転移因子の遺伝
学的ならびに酵素学的研究の新たなる飛躍的発展の基盤を提供した。多様な薬剤耐性・分解系プラスミ
ドが転移因子によって生成するというこれまでの提唱は、構造的特徴のみに基づいた推定であり、これ
ら転移因子候補の機能的検証は皆無に近かった。これに対し、本研究は、薬剤耐性・分解系プラスミド
の多様性生成を構造面と機能面の両方から証明したという点で非常に重要である。 
 本研究の成果は、論文提出者が、自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有するこ
とを示している。したがって、曽田匡洋提出の論文は、博士（生命科学）の博士論文として合格と認め
る。 
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